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1. Prvni genomy
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4. Extréemni genomy




PRVNI GENOMY




Prvni protein: RNA-dependentni
RNA polymeraza (RNA replikaza)

v

RNA RNP protein

v

Proteiny zvysily Gcinnost ribozymu

- prvni geneticky kodovany protein vznikl nahodou

- kratky peptid strukturné jednoduchy

- interagoval s RNA replikonem, zvySoval jeho stabilitu ¢i zlepsoval konformaci
- syntéza potomstva musi byt rychlejsi nez degradace rodi¢t

- dostatecna presnost, ale ne absolutni (moZznost evoluce)

RNA polymeraza > Reverzni transkriptdaza




Slechténi RNA ve zkumavce
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(Spiegelman 1967)
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Selekce
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vlastnostmi
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- viry pro genovou terapii

- mutace plast’ového proteinu
- rezistence k protilatkam

- produkce supervird

EVOLUCE:
1. dédicnost
2. variabilita
3. selekce




Hypercykly
aneb cesta k bunce

Plivodné jeden clen - duplikace a mutace - dva Cleny ...

Cesta od nukleovych kyselin ke strukturdm
bunék = jedna z nejvétsich zdhad evoluce

&>

RMA-1 RMNA-1T

V urcité fazi vyvoje se objevily
prvni parazité - zlodéjské cykly.

FMNA-4 RMNA-4

Prezily jen hypercykly schopné se
brdnit parazitim. Za vznikem
bunék tedy mozna stdli parazité
(hybna sila evoluce)




Eigenuv limit: replikaéni presnost je
limitujicim faktorem

- Definice:
Cim je vyssi frekvence chyb pri replikaci,
tim mendi genom mlZe projit do dal$i generace

- Omezeni katastrofickych dopadi A8 geno% :
chyb replikace: / %o
- vice kopii (ploidie)

- fragmentace genomu do chromosom
- rekombinace




Prvni RNA organizmus kodujici
proteiny: Riborgis eigensis
(Jeffares 1998)
Prvni RNA genomy replikované RNA polymerazami - kddovaly 1 peptidovy retézec

Mnozstvi chyb > populace lisicich se molekul RNA - koreplikace vzdjemné
vyhodnych linedrnich molekul kédujicich:

= r'eplikézu oo @Hibmrganfsm
- ochranny pldst’ovy protein | — 107

v / . NJ‘!'L
- konformacni podjednotku. 0.95 T omme erase

ribozyme

VS ribozyme
: S i S 0.9V u* =0.053
Vznik fragmentovanych interagujicich
genoml (podobnost strukture T 0851 & airpin ribozyme
/ o /
eukaryontniho genomu - puvodni, ogo| [ W=0144

prokaryota odvozena)
0.75

0.70 =
R. eigensis ~ 15kb genom U & & &S




Dnesni viry: Funkéni relikty ¢asnych
replikonu?

Pohled na viry:

(a) molekuldrni paraziti, odvozeni v dusledku zplsobu Zivota
(b) primitivni, na hranici zivota podobné jako ¢asné replikatory
- funkéni relikty x funkéni modely RNA-proteinovych replikond

RNA viry:

- minimdlni kodujici kapacita (coronaviry 30kb)

- nékteré viry stridaji faze RNA a DNA - reminiscence RNA->DNA prechodu
- primerem replikace je TRNA

Mimiviry - hranice zivota:

- velikost genomu srovnatelnd s prokaryoty (1.2Mb)
- metabolické geny (911 gent pro proteiny)

- 10% repetitivni DNA

- jen dstelnad zdvislost na hostiteli (proteosyntéza) |.

Bacteria

Archaea
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Viroidy: nejpodobnéjs
replikonum

-

- patogeny rostlin

- 200 az 10 000 kopii na burku

- malé RNA genomy (240-400 b), ssRNA, cirkuldrnt,

- nekdduji proteiny - jako replikony éry pred proteiny
- replikovany hostitelskymi RNA polymerazami

- rolling-circle mechanizmus

- multimery stépené autokatalytickymi ribozymovymi
sekvencemi

- intenzivni vnitrfni parovani bazi jejich genomické
sekvence

- tvorba sekunddrnich struktur stabilizujicich genomy

LH terminal
dormain

FPathogenic
dormain

Consetrved central
darmain

Yariable
dormain

RH terminal
dormain
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Prvni DNA genomy:
vznik fazovanim malych kruznic DNA

- prvni genomy: linedrni nebo cirkularni?

- malé kruznicové DNA genomy, disperzni genom

- fdzovani, geny jako autonomni DNA

- polty kopii statisticky stejné - podobné prenostim plazmidu

Fdze:
A. pregenomicka

N B. rekombinacni
C. genomicka




Prvni genomy - vznik fdzovanim

malych kruznic DNA (Trifonov 1995)
Diikazy: - -
- periodicita délek proteint (123AK u -

prokaryot, 152 AK u eukaryot)

- nejsnazsi cirkularizace 350-450bp

- periodicita vyskytu Met

- pozlstatkem extrachromosomadlni DNA -
10% genomu ) e
- mobilni elementy, lyzogenni fdgy, genomy
organel, horizontdlni prenos

- replikace gent a satelitl prostrednictvim
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O

HUMBER CF ENIVME
i g
E




Stromatolity:
nejstarsi stopy zivota

- zkameneélé dtvary tvorené sinicemi (?)

- stdri az 3.8 miliardy let

- anaerobni podminky (archea) = ¢innosti sinic vznikl kyslik
- moderni stromatolity (hypersalinni jezera, Austrdlie)




Organizmy objevily fotosyntézu
- fotosyntéza = schopnost tvorit téla z
;?igzn? vzduchu za pomoci slunecniho 6H,0 + 6CO, _:_ zdFeni —
C¢H1,0¢ (glukoza) + 60,

- plvodni organizmy anaerobni, Zivily se
organickymi ldtkami v prapolévce

- kyslik jedovaty (i pro dnesni anaerobni
organizmy, radikdly), nahrazeni CO,
(sklenikovy plyn) kyslikem vedlo k
ochlazeni planety

Relativni koncentrace

4.5 35 2.5 15 0.5 0

- schopnost organizmi ovliviiovat klima s - e
planety - ,Gaia Zivouci planeta” (James et et e dostonat o
Loveloc k) Methanogeny zacinaji uveliiovat sve hlavni pfispévky do atmaosfery

M Symbiogeneze (Lynn MGPQU“S) + POMERNE KONCENTRACE hlavnich plyni ovzd
plvodné parazitismus? (J. Flegr) Pkt

prezit. Doprovadny pokles koncentrace methanu — silného sklenikového plynu —mohl ochiadit celou

planetu. Role oxidu uhliéitého, nejvyznamnejsiho sklenikoveho plynu v dnesni osf
mnohem méné dramaticka.




PUVOD PROKARYOT
A HYPOTEZA
TERMOREDUKCE




Svet RNA podporuje predstavu
starobylosti eukaryot

1. Mnoho reliktl svéta RNA u eukaryot (snRNA, snoRNA, gRNA,
telomerdza), jen nékteré také u prokaryot (RNdzaP, tRNA), proc
by dcinnéjsi proteiny byly nahrazeny molekulami RNA

2. Posttranskripcni dpravy mRNA a rRNA jsou rychlé a G4¢inné u
prokaryot

3. Neexistuje selekéni vyhoda pro moderni vznik sestrihu a

za 1 minutu

4. Eukaryotické telomerdzy jsou starobylé struktury, homologie s RT




Pdvod prokaryot a hypotéza
termoredukce”

- v evoluci prokaryot bylo stadium
termofilnich organizmi

- mald stabilita RNA pri teplotdch nad
50°C

- Casové i prostorové oddéleni
transkripce a translace nevyhodné -
degradace RNA

- odstranénim intrond odpadl ndarocny
sestrih

- malé RNA vymizely nebo nahrazeny
stabilnéjsimi proteiny
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Genomy prokaryot jsou mladsi a
odvozené

Derivation of the Prokaryotes
Riborgis Eukary- Prokary-
eigonsis LUCA otes otes
DNA genome — + + +
Diploid or polyploid + + + —
Telomerase RNA + + + —
Linear Genome + + + —
rRNA processing by snoRMNA + + + -
MREMNA processing by snRNA2 + + + —
IRMNA processing by RNase P + + + +
Coupled rENA franscription
& processing — - — +
Coupled transcription
& translation - - — +
Genome-encoded CCAtaill® - - — +




Genomy prokaryot jsou mladsi a

V4
odvozene
PUVODNI GENOM ODVOZENY GENOM
_ linedrni - cirkularni
_ fragmentovany - jedna molekula

nionydhsahul | ——p " PN L
- RNA molekuly potrebné o Y
pro Upravy RNA P Y

EUKARYOTA PROKARYOTA




VELIKOST GENOMU




Definice genomu

- celkova geneticka informace organizmu

- u autonomnich forem Zivota vzdy v DNA

- prokaryota: cirkularni chromosom + plazmidy

- eukaryota: chromosomy v jddre, mitochondrie a

chloroplasty

Cell

membrane | | Nuclear

- envelope
Pili

Ribosame Thivsir shioed, bindalike

The ribasomes in struinires are fyolyod

manering are used i reproduction wnd

foe translation of cell-to-cell contuct
Cell membirane niltNA 1o protein 4 = Thylakoid
Materials imove C“gskgle; on i i & S membranes

A plagmmid b small,
cirevlar DNA, Plasmidy
N replicate independently

by of ¢ hromesam o, Mitochondria
\
4 Chromosome Smooth
Manerans usuall Plasmo- endoplasmic
Aanorans v ¥ dﬂmau ’

have a single, elrcular reticulum

chromosome

7 4 i Cell wall
J /:;// n The cell wall pro i
( ¥ tects the cell and is = =
i ." used by sclentisis )
" tn classify hacteria, j VESIC
I /' Rough Ribosomes

] " endoplasmic
/:"ll reticulum




Velikosti genomd

savci

ptaci

plazi

obojzivelnici

ryby kostnaté

ryby chrupavgéité

ostnokozci

korysi

hmyz

mékkysi

cervi

plisné

rostliny

rasy

houby

grampozitivni bakterie

gramnegativni bakterie

mykoplazmata

106

107

10%

10°

1010

1011




Paradox hodnoty C

Definice:

- velikost genomu organizmu neni v korelaci s komplexitou organizmu (A
sapiens 200x mensi genom nez Amoeba dubia)

- obsah kédujici DNA podobny, pricinou je nekodujici DNA, sobeckda DNA

Vlg,ooo Mb

Drosophila melanogaster Podisma pedestris

Skutelnost, ze genomy eukaryot se lisi az 80,000-krdt -
snad nejvétsi vyzva pro genomové holisty




Klic k reseni paradoxu hodnoty C
se nachadzi v negenovych oblastech
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Hlavni komponenty eukaryotického
genomu

Kédujici éasti gend:

- u prokaryot tvori vétsinu genomu

- u eukaryot méné, ¢lovék 24 000 geni - 1.5%
Introny:

- ptivodné povaZovadny za pri¢inu C-paradoxu,
- tvoFi vétsinu genl

Pseudogeny:

- klasické, retropseudogeny,

- 19000 ¢lovek, 14000 mys, 51 kur, 33 kvasinka, 176
drosophila

Mobilni elementy:

- LTR, nonLTR - SINE, LINE, DNA transposony-
MITE

Numt, Nupt:

- inzerce promiskuitni DNA




Velikosti genomu a zbytecna DNA

. The majority of the genome consisted of
now-extinct genes”
- Susumu Ohno

“Triumphs as well as failures of
nature's past experiments appear to be
contained in our genome”

- Susumu Ohno

. The evolution of the large-scale features of the genome
is one of the most difficult, perharps the most difficult,
question in evolutionary biology"

- Maynard Smith




Velikosti genomu prokaryot

- Bakterialni genom: 6x10% ->107 (=0.6-10Mb)

nhejmensi znamy: Mycoplasma genitalium (480 gend
kédujicich proteiny, 3 rRNA geny, 37 tRNA gen)

+ Procesy ovliviujici velikost bakteridlniho genomu:

Genova duplikace, malé delece a inzerce, transpozice,
horizontdlni prenos, ztrdta gent v parazitickych liniich,
atd.

Velikost genomi
prokaryot je
zhruba dmérna
poctu genu




Velikosti genomu prokaryot

Archaea:

FMethanozarcina acetivorans
Halobacterium salinarium
Sulfolobus solfataricus
Methanosarcina barkeri
Halobacterium =p,
archasglobus fulgidus
Pwrococcus furiosus

Ferroplasma acidarmanus
Methanobacterium therrmoautotrophicun

Methanococcus jannaschii
Therroplazsma acidophilum
Manoarchasum equitans

Bacteria:

Mostoc punctiforme

My xococcus xanthus

Germrmata obscuriglobus
Streptornyces coelicolor
Mesorhizobium loti

My cobacteriur smegrnatis
Fzeudornonas aeruginosa
Burkholderia pseudornallei
Ezcherichia coli 137 HT
dgrobacterium turnefaciens
Pzeudornonas putida

Salmonella typhirmurium

— Escherichia cali K-12
My cobacteriur tuberculosis
Eacillus subtilis

Caulobacter crescentus

Vibrio cholerae

——)  [einococcus Fadiodurans
“ylella fastidiosa

Lactococcus lactis

Meiz=zeria meningitidi=

Chlorobiurn tepidumm

— Haernophilus influenzaes
Aquites aealicus

Rickettzia prowazekii

Geobacter sulfurreducens
Mycoplaszra preurmoniae

—) My coplasma genitaliumm

a 1 2 3 4 2 =} T =

Genome size (Mbp)

10




EXTREMNI GENOMY




Minimalni velikost genomu

.One day a scientist will drop gene number 297 into a test
tube, then number 298, then 299... and presto: what was not
alive a moment ago will be alive now. The creature will be as
simple as life can be. But it will still be life. And humans will

have made it, in an ordinary glass tube, from of f-the-shelf
chemicals..."

- Hayden, 1999:

JITIGR

— _] J THE INSTITUTE FOR GENOMIC RESEARCH

Minimal Genome Project

Prer;; Reiease
S Co je Fivot?

|l Strategie: 1. odstranéni &i inaktivace genil
2. syntéza minimalniho genomu

2165-216% (1253%5)

Faculty




"Minimalni” genom - Mycoplasma

580 kb genom/ 480 geni pro proteiny/ 37 genu pro t1RNA
2209 inzerci transpozont/ ve 140 genech

1354 mist, kde inzerce nebyla letdlni

265-350 genu nepostradatelnych (glykolyza)

180-215 gent postradatelnych

100 gent ma neznamou funkcilll

o / . . ’ .
ruzny vliv inzerci podle polohy [

Global Transposon Mutagenesis
and a Minimal Mycoplasma
Genome

Chyde &. Hutchison 1,"** Scott M. Peterson,'*t Steven R. Gill,
Robin T. Cline," Owen White," Claire M. Fraser,’
Hamilton ©. Smith, 't ). Cralg Venter'ts

My cop lasmos genitalive with 577 genes has the smallest gere complement of
ary independently replicating cell so far identified. Global transpeson mu-
tageresiswas used to (dentify nonessential penes in an effort to leam whether
the maturally cccurring gere complement 5 a true minimal genome u -:I
boratory growth conditions. The posit lons af 2204 frarsposon nsertions
the -:q:-rnplr.'t I}'ﬂ:q crced genoames fH genitalive and fts Im: I:Itr.-'-:H
[DNETONIAE WErE determine d by sequencing across the junction of the trans-
poson -:Iﬂ'-cgc-:m o Db, Th.c]l.rp:tr:- cefimed 1354 distinct sibes of
insertion thatwere pot lethal. The analysis suggests that £65to 350 of the 480
protein-coding ;p:n-cs of M. genitalive are essential under laboratory growth
coreditions, including about 100 genes of unknown function.

‘ﬁ —*ﬂ - —I

el 21 202 T LT 2H
i:“-:zgg. -
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L 213 33 M4 ME, . IE a7 318 314 e
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"Minimalni” genom: Bacillus subtilis
Zivot s 271 geny

4100 gendl

o ’ Table 2. B. subtilis assential genas
192 genu zcela nepostradatelnych | wwmeom — — 7
aslc replication machinary 16
b h V4 v dl = 4 o Packaging and segregation 9
na bohatem prostredi: zpracovani | e 2
° v v 4 v Baslc transcription machinery 4
informace, bunécna steéena, :
agulation

S Protein synthesls a5
energie bcsomalprota -
o , Amﬁ?i?‘l-%ﬁj ::rrrherases 24
Translation factors 10
79 genu pOdSTGThYCh protein folding and modification 3
o o) P P " Proteln translocation 6
Zall I 44
Jen 4% genu ma neznamou funkci | <o, ;
Call wall 28
Call shape and division 10
Glycolysls 8
Respiratory pathways 22
lsoprenolds g
il Menaquinone ]
|'i||'||:|'[|=|1!'l1li- %Tz:’:drgg:ﬁ blogenesls i
35% Nucleotides 10
Cofactors 15
OO, 1
Folate 3
g-igenusylmethlonlne T
Iron-sulfur cluster 6

h
Bacleria & Slt'nki:}'-.-.'n ﬁ
Eucanya 14% 20 Total n




Minimalni velikost genomu:
(a) Analyticky pristup

(Mushegian a Koonin, 1996):
Srovnani kompletnich bakteridlnich genomd:

E. coli
*Translation

‘Replication

*Transcription

‘Recombination and DNA repair
*Chaperone-like proteins
*Anaerobic metabolism

-Lipid or cofactor biosynthesis
- Transmembrane transporter

-Some unknown function
H.influenzae M. genitalium

[Prekryvajici se ortologni geny (239)] + [presun neortolognich gent] - [geny
specifické pro parazitické bakterie nebo funkéni redundance] = 256 genes

889




Minimadlni velikost genomu:
(b) Experimentalni pristup

(Itaya, 1995):
Knock-out 79 nahodné vybranych genu Bacillus subtilis:

- pouze 6 letadlnich, 73 je postradatelnych
> 7.5% (6/79) genomu je nepostradatelnych

- B.subtilis genome: 4.2x10%p x 7.5% = 3.2x10°bp

Primérnad velikost genu je 1.25kb, takZe minimdlni
velikost genomu = 254 gend




Nejvétsi prokaryotické genom

Pseudomonas aeruginosa (bakterie):

- 5500 gen

- pres 6 Mb

- pFirozené rezistentni k antibiotikim (ochranny obal)
- R-faktor, Zije ve spoleCenstvi jinych bakterii, konjugace
- lidsky patogen (kozni n., moCové, dychaci a tradvici cesty)

1%%

. Sites in
Repetice Np. senome
AATGACh (STER2)
Nostoc punctiforme (sinice): AATGACA ©
- 7432 ORF AATGACC 30
- 8.9 Mb AATTCCC (STER4)
1 AATTCCC 41
- repeftice, Tr'an§pozor\y " , e -
- fotoautotrofni, také fakultativné heterotrofni
v s . o . AATTACG (STERS) 45
- moznost symbiozy s rostlinami i houbami
AdTCCCC (STREL)
ATTCCCC 39
AATCCCC 19
AGTCCCC 15

AGCAGGGG (STRE6)

AAAATTC (STTRT)




Velikosti genomu eukaryot

» Eukaryoticky genom: 8.8x106~ 6.9x104

(8.8Mb - 6706b)
Nejmensi zndmy: Saccharomyces cerevisiae
Nejvétsi znamy: Amoeba dubia

70000

Velikosti . Genome Sizes
eukaryotickych
genomu NE jsou

umérné poctu gend
nebo komplexite
organizmu

40000

[
=
=
=
=

Number of Genes

20000

10000 4—1

Fruit fiy Ru ndworm Human Arabidopsi Rice Corn




Organism
Wirus, Bacteriophage MS2
“irus, 5S40
Wirus, Phage @-x174,
“irus, Phage A
Bacterium, Haemophilus influenzae
Bacterium, Carsonells rddi
Bacterium, Buchnera aphidicola
Bacterium, Wigglesworthiz glossindia
Bacterium, Escherichia coll
Amoeba, Amoeba dubla
Flant, Arabidopsis thaliana
Plant, Genlisea margaretas
Flant, Frtillana assyrca
Plant, Fopuwlus tichocarpa
Yeast Saccharomyces cerevisiae
Fungus, Aspergifius nidwians

Mematode, Caenorhabditis elegans

Insect, Drosophila melanogaster aka Fruit Fly

Inzect, Bomby rmon aka Silk Moth

Inzect, Apis melifera aka Honey Bee

Fish, Tetrzodon nigrovindis, type of Puffer fish

Mammal, Homo sapiens

Genome size [base pairs)

3 569

5224

NG o

50,000
1,830,000
160,000

RO, 000
700,000
4,000,000

B0, 000 000 oo
157 000,000
B3,400 000
130,000 000,000
430,000,000
20,000 000
30,000,000
85,000,000
130,000,000
530,000,000
1,770,000,000
385,000,000
3,200,000 000

Fish, Frotopterus aethiopicus aka Marbled lungfish | 130,000,000 000

Note
First sequenced RMA-genormel!
=1

First sequenced DMA-genorme!™
First genome of living organisem, July 192585]

Srnallest non-viral genome. !

71
Largest known genorme.
First plant genorme sequenced, Dec 2000.F!

Stnallest recorded flowering plant genorne, 2005, ]

First tree gename, Sept 2006

[10]

First multicellular animal gename, December 1995011

[12]

amallest vertebrate gename known

Largest vertebrate genome known




